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@ Conjugués macromoléculaires d’hémoglobine, leur procédé de préparation et leurs applications.

@ L'invention a pour object un procédé de préparation de
conjugués macromoléculaires hydrosolubles d’hémoglobine,
caractérisé en ce que :
- on fixe, dans une premiére étape, des sites Z sur un polymére
P, les sites Z contenant d'une part au moins une charge
négative portée par exemple par des groupes sulfates et
destinée & créer une laison ionique avec I'hémoglobine, et
contenant d'autre part au moins par exemple par une groupe
carboxylique, et destiné & créer une lialson covalente avec
I'hémoglobine,
- puis dans une seconde étape, on fait réagir le polymére P
comportant le ou les sites Z avec de I'hémoglobine sous forme
oxygénée, pour former d'une part au moins une lialson jonique
entre I'un au moins des sites Z portés par le polymére et
'hémoglobine et d'autre part au moins une llalson covalente
entre le méme susdit site Z porté par le polymére et
'hémoglobine.

Les conjugués macromoléculaires obtenus par ce procédé
présentent pour 'oxygéne une affinité inférieure a celle de
I'hémoglobina libre.
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Description

CONJUGUES MACROMOLECULAIRES D'HEMOGLOBINE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS
APPLICATIONS

L’invention concerne de nouveaux conjugués macromoléculaires, leur procédé de préparation et leurs
applications comme transporteurs d'oxygéne, notamment dans le cadre des transfusions.

On sait qu'il est possible d'injecter par voie intraveineuse une solution aqueuse d'hémoglobine exempte de
stroma et rendue isotonique du sang.

Or I'un des inconvénients que présente I'hémoglobine est qu'slle ne reste pas dans le circuit sanguin mais
qu'elle diffuse & I'extérieur du systéme vasculaire, en raison en particulier de sa petite taille.

Afin de remédier & cet Inconvénlent, c’est & dire afin d’augmenter la persistance intravasculaire de
I'hémoglobine libre dans le cadre ds son utilisation comme "substitut® du sang ou de soluté de remplissage
transporteur d’oxygéne, plusieurs procédés ont été utilisés.

On a, par exemple, fixé I'hémoglobine 4 des macromolécules hydrosolubles dépourvues de toxicité, non
antigéniques et hémocompatibles.

C'est ainsi que de nombreux exemples d’hémoglobines modifiées par la fixation chimique de polyméres
hydrosolubles montrent que le temps de séjour de I'hémoglobine dans I'organisme peut &tre largement
augmenta.

Parmi les différents polyméres utilisés, les plus courants sont les polysaccharides et notamment le dexirane
(brevet francais n° 2.328.478) I'hydroxyéthylamidon (brevet frangais n® 2.328.478), I'inuline (demande de
brevet européen n® 43.675), et les polyalkyléneglycols et plus particuliérement le polyéthyléne glycol

Cependant dans tous les cas, I'nhémoglobine ainsi modifiée par fixation directe de ces polyméres, posséde
des propriétés oxyphoriques mal adaptées & une utilisation en transfusion sanguine.

On rappelle, en effet, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un role équivalent a celui qu'assume
Ihémoglobine intraérythrocytaire native que dans la mesure ot la combinaison qu'il forme avec I'oxygéne est
réversible, c’est a dire qu'il est capable de fixer I'oxygéne, {I'hémoglobine est alors sous forme oxygénée)
mais également capable de relarguer facilement 'oxygéne {I'hémoglobine est alors sous forme déoxygénée).

Cette propriété vis & vis de l'oxygéne est caractérisée par la courbe (appelée courbe de Barcroft) qui
correspond 4 la variation de la quantité d’oxygéne retenue par unité de masse du transporteur en fonction de
la pression partielle de 'oxygéne contenue dans I'atmosphére & laquelle I'nhémoglobine est exposée.

Dans le cas d'une solution aqueuse de I'hémoglobine native (concentration 15 pmoles/litre) cette variation
est représentée par le tracé de référence représenté sur la figure 1, représenté a pH 7.2 4 25°C.

L'un des paramétres associé 4 cette courbe est la pression de demi-saturation (Pso) qui est la pression
partielle de I'oxygéne 4 laquelle il faut soumettre la solution d’hémoglobine pour qu'elle absorbe une masse
d'oxygéne équivalant a 50 % de la quantité maximum a laquelle elle est capable de se combiner. Or dans le cas
de I'némoglobine modifiée (hémoglobine couplée a des polyméres) comme indiqué ci-dessus, la courbe de la
figure 1 représentant le pourcentage de I'oxygéne combiné a ’hémoglobine sous des pressions partielles d
oxygéne déterminées, subit une translation vers la gauche par rapport 3 la courbe correspondant a
I'hémoglobine native.

Cecisignifie que la pression Pso de I'némoglobine modifiée est inférieure A cefle de I'hémoglobine native; en
d'autres termes hémoglobine modifiée présente une affinité trop forte vis a vis de I'oxygéne, ce qui a pour
inconvénient que I'oxygéne ne peut étre restituée rapidement aux tissus irrigués.

Cette modification des propriétés oxyphoriques de 'hémoglobine modifiée peut s’expliquer notamment
pour les raisons suivantes :

- I'hémoglobine native subit a{'intérieur du globule rouge, I'influence du diphospho-2,3-glycérate (2,3 DPG) qui
est l'effecteur naturel intraérythrocytaire, qui s’associe avec les amines du site allostérique de la
déoxyhémoglobine, ce qui abaisse Faffinité de I'hémoglobine vis & vis de I'oxygéne.

Des améliorations pour remédier 3 cet inconvénient ont &té proposées en effectuant le couplage entre des
polymeres et de I'hémoglobine, en présence d’effecteurs temporaires {ou ligands) tels que le diphospho-
2,3-glycérate oul'inositol hexaphosphate et en absence totale d'oxygéne (brevet frangals n° 83.145.45).

Ces substances polyphosphatées complexent fortement le site allostérique de la déoxyhémoglobine,
stabilisant cette derniére, et protégent de cette fagon les sites aminés qui sont essentiels pour le processus
de transport de Poxygéne.

Cependant ces effecteurs sont éliminés soit au cours des étapes de purification des conjugués polyméres
de 'hémoglobine, soit dans le plasma, dans le cas ol la purification n'a pas entrainé I'élimination des
effecteurs, en raison des conditions dissociatives du plasma.

Pour remédier a cet inconvénient, on a proposé d'avoir recours a des effecteurs permanents, par exemple
en fixant du pyridoxal-5'-phosphate (Japan Kokal Tokkyo JP n° 59.104.323).

On a également proposé d'utiliser des ligands avec plusieurs groupes phosphates qui, aprés fixation sur
I'hémoglobine, diminuent sensiblement son affinité pour I'oxygéne.

Cependant, I'un des inconvénients présentés par ces composés est que leur obtention met en oeuvre
plusieurs opérations sur I'hémoglobine et en tout cas plus de deux, ce qui provoque la formation de produits
de dégradation, notamment de méthémoglobina.

On a également proposé, dans la demande de brevet France n° 86.09625, des conjugués macromolécu-
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laires d hémoglobine, dont Ia taille est telle que leur diffusivité extravasculaire est limitée, voire annulée, qui
sont protégés contre les conditions dissoclatives du plasma, dont les propriétés oxyphoriques ne sont pas
altérées, mais améliorées par rapport 4 celles de I'hémoglobine libre, et dont la préparation limite le nombre
d’étapes réactionnelles sur I'hémoglobine.

Or, ces composés sont présentés comme étant obtenus par un procédé en deux étapes, & savoir fixation de
sites Z portant des charges anioniques sur le polymére P, suivi de la réactlon entre le polymére P sur lequel ont
616 fixés les sites Z et 'hémoglobine, sous forme déoxygénée, en I'absence d'oxygéne.

Ce procédé, toutefols simplifié par rapport aux procédés existant, peut étre difficile & mettre en oeuvre a
l'échelle industrielle. surtout dans le cas ol I'on met en oeuvre des volumes importants de solutions de
déoxyhémoglobine, la difficulté étant par ailleurs accrue dans la mesure ot il est nécessaire de travailler en
l'absence d'oxygéne.

Or, la Société Demanderesse a trouvé de fagon tout & fait inattendue un nouveau procédé d'une part
permettant de préparer certains des conjugués qui font I'cbjet de la demande France n° 86.09625 st d'autre
part permettant d’6tendre I'accés de I'homme de 'art & de nouveaux conjugués qui présentent de bonne
propriétés oxyphoriques les rendant aptes 4 une utilisation in vivo comme substitut du sang.

ll s’est en effet avéré que certains conjugués de couplage de I'hémoglobine pouvaient étre obtenus en
mettant en oeuvre de I'nhémoglobine sous forme oxygénés, et en travaillant dans des conditions n'impliquant
pas I'absence d’oxygéna.

Or, la possibilité de préparer des conjugués macromoléculalres d’hémoglobine en utilisant de
hémoglobine sous forme oxygénée est toute & fait surprenante et va & I'encontre tant des données connues
sur la conformation de I'hémoglobine que des résultats obtenus a ce jour.

En effet, compte tenu des données connues de la conformation de I'némoglobine et notamment le fait que
sous forme déoxy, certaines des amines de I'hémoglobine participent au verrouillage de I'hémoglobine en
établissant des ponts salins définis ci-aprés, ces amines de I'hémoglobine engagées dans les ponts salins ne
peuvent donc pas réagir facilement avec le polymére. Lorsque la déoxyhémoglobine et le polymére sont
couplés dans le conjugué macromoléculaire d’hémoglobine obtenu, ces amines peuvent alors continuer &
assurer la transition de conformation oxy = déoxy de 'hémoglobine. De plus, la déoxyhémoglobine posséde

un site (site allostérique P) tapissé de fonctions amines capables de s'associer énergiquement avec des .

structures renfermant des groupes anioniques. Les polyméres portant des charges anioniques vont donc
réagir préférentiellement 4 ce niveau et s'ils portent des fonctions réactives telles que carboxyle, aldéhyde ou
OH, réagir & lintérieur de ce site pour donner des conjugués ou I'hémoglobine déoxy est stabilisée, par
contre, quand 'hémoglobine est sous forme oxygénée, les ponts salins n'existent plus, et les amines
correspondantes peuvent donc réagir avec le polymére, quel qu'il soit. Le résultat de ce couplage conduit &
des conjugués dans lesquels I'hémoglobine se désoxygéne difficllement, les amines modifites par le
polymére ne pouvant plus établir les ponts salins stabilisant la forme déoxy de 'hémoglobine. Par ailleurs, le

site B est trés désorganisé et I'effet d'orientation par les groupes anioniques du polymére ne peut plus jouer.

On obtient ainsi des conjugués possédant une Psp trés basse.

Ces hypothéses ont été confirmées par les résultats obtenus avec des polyméres comportant
- des sites Z comportant des charges anioniques constituées par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou
des carboxylates et
- des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH non situés sur les susdits sites Z,
et dans lesquels la liaison ionique est établie entre le phosphate et/ou le sulfate, et/ou le carboxylate des sites
Z du polymére et I'hémoglobine et la liaison covalente est établie entre les groupes carboxyliques, aldéhyde ou
OH situés sur le polymére, et I'hémoglobine.

En effet, lorsque de tels polyméres sont mis a réagir avec I'hémoglobine sous forme oxygénée, la Psp du
conjugué macromoléculaire d’hémoglobine devient inférieure a celle de I'némoglobine native.

Des résultats obtenus avec des polyméres comportant des groupes carboxyliques, lesquels
- d'une part, sous forme carboxylate, servent de charges anjoniques établissant des liaisons ioniques entre le
polymére et 'hémoglobine
- et, d'autre part, entrent dans I'établissement des liaisons covalentes entre le polymére et 'hémoglobine mais
dans lesquels les groupes carboxyliques qui sont engagés dans les liaisons covalentes ne sont pas situés sur
les sites Z qui portent les carboxylates qui établissent les lialsons loniques, ont prouvé que les conjugués
d’hémoglobine préparés a partir I’hémoglobine sous forme oxygénée présentent une Psp inférieure 4 celle de
I'hémoglobine libre ; en d'autres termes, de tels conjugués d’hémoglobine n'ont pas de propriétés
oxyphoriques Intéressantes (cf. Preparative Biochemistry 14(4), 313-329 (1984)).

Or, la possibilité de préparer des conjugués d’hémoglobine présentant des propriétés oxyphoriques
intéressantes a partir d’hémoglobine oxygénée a 6té obtenue gréce au procédé de linvention.

On a par allleurs déja proposé des conjugués macromoléculaires d’hémoglobine dans lesquels
- la liaison lonique entre le polymére et I'hémoglobine est établie entre des sites Z du polymére portant des
charges anjoniques et I'hémoglobine et
- la lialson covalente est établie
. soit entre des sites Z du polymére et I'hémoglobine,
- soit entre le polymére et I'hémoglobine, sous réserve de conditions entre la nature de la charge anionique, le
nombre de charges anioniques et le nombre de monoméres.

Or, on a constaté de fagon inattendue qu'il suffisait d’au moins une charge anionique par polymére, sous
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réserve que la charge anionique et la fonction susceptible de former la llaison covalente entre le polymére et
I'hémoglobine soit située sur le méme site Z.

L'un des buts de I'invention est de fournir un nouveau procédé permettant d'obtenir facilement des
conjugués macromoléculaires physiologiquement compatibles, et susceptibles de fixer I'oxygéne réversible-
ment.

L'un des buts de I'invention est de fournir un nouveau procédé permettant d'obtenir facilement des
conjugués macromoléculaires susceptibles de restituer I'oxygéne plus facilement que I'hémoglobine libre.

L'un des buts de I'invention est de proposer un nouveau procéds permettant d'obtenir des conjugués
macromoléculaires faciles a synthétiser a I'échelle industrielle.

L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procédé permettant d'obtenir des conjugués
macromoléculaires d’hémoglobine, en soumettant 'hémoglobine au plus & deux étapes, et généralement a
une seule étape.

L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procédé permettant d'obtenir facilement
des volumes importants de solutions aqueusss contenant des conjugués macromoléculaires d'hémoglobine
susceptibles d'atre utilisées comme substitut du sang, notamment dans les interventions nécessitant des
transtusions ou la perfusion d'organe.

L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procédé permettant d'obtenir facilement des
solutions d'hémoglobine dont les propriétés oxyphoriques, révélées par une augmentation de Ia Psg in vitro
par rapport a 'hémoglobins libre, demeurent stables in vivo.

L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procédé permettant d’obtenir facilement
des composés macromoléculaires d’hémoglobine présentant & la fols une affinité modérée par rapport a
'oxygéne, ainsi qu'un volume hydrodynamique élevé, entrainant au cours d’expériences transfusionnelles,
I'augmentation de la persistance intravasculaire de I'hémoglobine par suppression de I’hémoglobinurie.

L'un des autres buts de Iinvention est de proposer un nouveau procédé permettant d'obtenir facilement
des conjugués macromoléculaires d’hémoglobine qui présentent d'excellentes propriétés oxyphoriques
révélées par une augmentation de la Psg in vitro par rapport 4 I'hémoglobine libre, dans lesquels Ie polymeére
utilisé, mis en présence d’hémoglobine mals dans des conditions de non couplage avec 'hémoglobine,
n'entraine pas nécessairement d’augmentation de la Pso par rapport a 'hémoglobine libre.

L'un des buts de I'invention est de proposer de nouveaux conjugués macromoléculaires présentant
d'excellentes propriétés oxyphoriques révélées par une augmentation de la Psp in vitro et dont la Pso puisse
étre ajustée corrélativement au nombre de lialsons ioniques établies entre le polymere et I'hémoglobine.

Le procédé de préparation de conjugués macromoléculaires hydrosolubles d’hémoglobine, non
biodégradables ou peu biodégradables, pendant le temps durant lequel le conjugué macromoléculaire doit
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, présentant pour 'oxygéne une affinité inférieure a celle de
I'hémoglobine libre, caractérisé en ce que :

- on fixe, dans une premiére étape, des sites Z sur un polymére P, & raison d’au moins un site Z par chaine de
polymére, le polymére P étant hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique, hémocompatible, de
masse moléculaire d'environ 1 000 & environ 500 000, de préférence d’environ 1 000 & environ 100 000,
comportant un ou plusieurs groupes polaires, de préférence des groupes hydroxyles, carboxyliques ou
amines, et les sites Z contenant d’une part au moins une charge négative portée par des groupes, sulfates
et/ou phosphates et/ou carboxylates, et destinée a créer une liaison ionique avec 'hémoglobine, et contenant
d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldéhyde ou OH, destiné & créer une liaison covalente avec
I'hémoglobine,

- sait en utilisant un composé Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a l'aide d'un agent
d'activation, telle que aldéhyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogéne, ou bien

- soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymére P ;

- puis dans une seconde é&tape, on falt réagir le polymére P comportant le ou les sites Z avec de I'hémoglobine
sous forme oxygénée, dans un milieu non déoxygéné, dans des conditions telles que I’hémoglobine ne
subisse pas de dénaturation et puisse passer aprés couplage avec le polymeére de fagon réversible de la forme
oxygénée & la forme déoxygénée, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9,

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre 'un au moins des sites Z portés par le polymére et
I'nhemoglobine et d'autre part au moins une fiaison covalente entre le méme susdit site Z porté par le polymére
et 'hémoglobins,

- lorsque la réaction ci-dessus indiquée conduit éventuellement & des fonctions imines, celles-ci peuvent étre
stabilisées en fonctions amines, par exemple par réduction a I'aide de NaBH4, NaCNBH3, le diméthylaminobo-
rane ou HCOOH.

Par commodité de langage, dans la suite du texte, et sauf indication contraire, I'expression "site Z°
correspond au site Z aprés fixation sur le polymére.

Dans ce qui précéde et ce qui suit, on utilise I'adjectif “carboxylate® pour désigner la charge
anionique - provenant d'un groupe carboxylique - qui intervient dans la lialson ionique entre le polymére et
I'hémoglobine et l'adjectif *carboxylique® pour désigner la fonction - provenant également d'un groupe
carboxylique, mais différent du précédent - qu! établit la liaison covalente entre le polymére et Fhémoglobine.

L'adjectif "carboxylique” englobe également anhydride formé a partir de deux groupes carboxyliques.

De plus la charge anionique provenant d'un carboxylate peut également provenir d’une fonction anhydride.

On a constaté qu'il était possible d'utiliser de I'hémoglobine sous forme oxygénée, dans des conditions
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n'impliquant pas I'absence d'oxygéne. Plus précisément, on a constaté :

- que par exemple il est inutile de déoxygéner en boite & gants et de mettre sous vide les solutions utilisées
pour dissoudre le polymére, lorsque celui-ci a été lyophilisé aprés qu’on y a fixé les sites Z ;

- qu'il est également inutile aprés déoxygénation des susdites solutions d’effectuer un balayage & I'azote,
- et qu'll est également inutile de traiter I'némoglobine par les étapes indiquées ci-dessus, & savoir
déoxygénation de I'hémoglobine en boite & gants, mise sous vide et balayage & I'azote et inutile d'avoir &
opérer ultérieursment en I'absence d'oxygéne, afin d'effectuer le couplage entra le polymére et lhémoglobine.

On a constaté également que ce procédé n'est applicable que dans la mesure ol le site Z porte
simultanément :

- des groupes anioniques, choisis parmi les sulfates, phosphates, carboxylates et
- des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH.

En d'autres termes, ce procédé n'est applicable que si une liaison ionique et une liaison covalente sont
établies entre le polymére et I'hémoglobine, par Fintermédiaire d’au moins un méme site Z porteur des
groupes appropriés.

Le procédé de r'invention ne s’applique donc que dans la mesure ol :

- ily a établissement d'une liaison lonique entre un groupe phosphate, sulfate ou carboxylate, situé sur un site
Z porté par le polymére, et 'hémogiobine,

- ot le susdit site Z comporte également un groupe aldéhyds, carboxylique ou OH qui forme une liaison
covalente entre le polymére et 'hémoglobine,

En d’autres termes, le procédé de l'invention ne s’applique pas aux polyméres comportant
-d'une part des sltes Z, porteurs d’un groupe anionique choisi parmi le suifate, phosphate, carboxylate
- et d'autre part des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH, non situés sur les susdits sites Z.

End'autres termes, le site Z avant fixation sur le polymére comporte au moins trois groupes fonctionnels qui
sont tels que :

- l'une des fonctions est une fonction permettant d'attacher le groupe Z sur le polymére,

- I'une des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou carboxylate susceptible d'établir une liaison
ionique avec une amine du site allostérique de I'hémoglobine,

- I'une des fonctions est une fonction aldéhyde, carboxylique ou OH, susceptible de former une ligison
covalente avec un groupe NHz de hémoglobine.

Par agent d'activation utilisé pour activer la fonction Y du composé Z-Y dont il est question cl-dessus, on
désigne par exemple ceux choisis dans le groupe constitué par les carbodiimides ou le carbonyldiimidazole.

Lorsque le site Z est fixé par greffage radicalaire sur le polymére est utilisé un Initiateur radicalaire tel que
par exemple le nitrate ou le sulfate cérique d’ammonium ou tout autre agent capable de créer des radicaux
libres sur la chaine polymeére (azobis isobutyronitrile, peroxydes, etc...).

Selon un mode de réalisation avantageux du procédé de I'invention, tous les sites Z qui interviennent dans
les liaisons covalentes entre ie polymére et 'hémoglobine sont les mémes que les sites Z qui interviennent
dans les liaisons ioniques entre le polymére et ’hémoglobine.

Dans le procédé selon I'invention, si les groupes polaires du polymére sont ionisables et s'ils ne son* pas
tous engagés dans des liaisons avec les sites Z, ces groupes polaires sont de préférence bloqués afin d'éviter
des interactions ultérieures avec les protéines plasmatiques in vivo.

C’est ainsi lorsque les groupes polaires sont des amines, celles qui ne sont pas engagées dans des liaisons
avec les sites Z peuvent étre bloquées par exemple & I'aide d'anhydride acétique.

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyliques, ceux-ci peuvent étre bloqués par exemple & I'aide
d’éthanolamine. '

Le procédé de I'invention est avantageusement effectué dans des conditions telles que les groupes polaires
du polymeére sont tous engagés dans les liaisons avec les sites Z, ce qui a pour conséquence qu'il n'y a plus de
blocage & effectuer sur les groupes polaires.

Ces conditions consistent notamment a réguler la quantité de sites Z fixés sur le polymére, en fonction des
groupes polaires du polymeére.

Lorsque les groupes polaires ne sont pas préexistants sur le polymére mis en oeuvre mais doivent tre fixés
sur le polymére, on peut également contréler la quantité de groupes polaires qu’on fixe, de fagon a ce que le
nombre de sites Z fixés sur le polymeére soit celul souhaité, sans qu'il y ait pour autant de groupes polaires
(résiduels) & bloquer aprés fixation des sites Z.

Le contrble du nombre de sites Z peut étre trés intéressant dans la mesure ol il Intervient dans la variation
de Pso, par lintermédiaire de la densité de la charge négative provenant du site Z.

Le contrdle de la fixation des groupes polaires sur le polymére peut se faire de la fagon sulvante :

Dans I'exemple du dextrane aminé, le nombre de groupes amines peut &tre medulé en contrdlant la réaction
qul précéde et qui consiste a faire réagir de I'épichlorhydrine sur le dexirane en présence de catalyseur.

Ce contrdle peut étre fait en faisant varier le temps de réaction ou en falsant varier la quantité de catalyseur.

Le contrdle de la fixation des sites Z sur les groupes polaires du polymére lorsque les groupes polaires sont
préexistants ou déja fixés sur le polymére peut se faire de la fagon suivante :

- soit en faisant varier le rapport molaire entre les composés Z-Y définis ci-dessus et les groupes polaires du
polymere,
- soit en faisant varier le rapport molaire entre I'agent d’activation définl ci-dessus et les groupes polaires du
polymére,
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Lorsque les groupes Z sont greffés par vole radicalaire, le contrdle de leur fixation se fait indépendament
des groupes polaires, en modulant la quantité d'initiateur radicalaire utilisée au cours de la réaction de
greffage.

En ce qui concerne la charge anionique, on a constaté qu'il suffisait d’au moins une charge anionique (que
ce soit sulfate, phosphate ou carboxylate), par slte Z, et qu'il suffisait d'au moins un tel site Z par polymére.

En d'autres termes, on a constaté que le procédé de Pinvention était applicable a la préparation de
conjugués comportant au molins un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par
polymére (lequel groupe anionique n'intervient pas dans le couplage covalent entre le polymére et
I'némoglobine), pour former entre le polymére et I'hémoglobine une tiaison lonique.

On a constaté qu'une condition ndcessaire pour que les conjugués macromoléculaires obtenus par le
procédé de Finvention soient hydrosolubles, dénués de toxicité, de préférence non antigéniques, et
hémocompatibles est que les polyméres P, susceptibles d’entrer dans Ia constitution des susdits conjugués
macromoléculaires solent hydrosolubles, dénués de toxicité, de préférence non antigéniques, et
hémocompatibles.

On a constaté que la présence sur la chaine du polymére de sites Z, porteurs de groupes anioniques qui
jouent e réle d'effecteurs permanents, augmente la pression partielle pour laquelle 50 % de I'hémoglobine en
solution est oxygénée, sans que cela puisse étre imputé A I'existence éventuelle de ligands libres.

Ces effecteurs permanents sont tels qu'ils permettent egalement a I'hémoglobine de passer réversiblement
de la forme désoxygénée 3 la forme oxygénée, avec une stabilisation plus forte de la conformation de la
molécule d’hémoglobine sous forme déoxygénée, ce qui entraine une diminution de I'affinité de ’hémoglobine
vis a vis de l'oxygéne.

En d'autres termes, ces effecteurs permettent a 'hémoglobine de transporter réversiblement I'oxygéne, et
notamment de relarguer facilement l'oxygéne dans les tissus qui sont irrigués.

La liaison covalente est telle qu'elle confére au conjugué macromoléculaire obtenu par le procédé de
l'invention une stabilité le rendant non biodégradable ou peu biodégradable en milieu plasmatique, pendant le
temps durant lequel le conjugué macromoléculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques, ¢c'est-a-dire 23 3
jours, ce qui supprime la diffusion extrarénale et extravasculaire de I'hémoglobins.

Dans les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de I'invention, I'némoglobine est reliée au
polymére par au moins une lialson covalente malis au-dela d’un nombre critique de liaisons covalentes entre
les polymeéres et I'hémoglobine, notamment quand it y a phénoméne de réticulation Intermoléculaire, cecl nuit
aux propriétés de 'hémoglobine. )

Ce nombre critique de liaisons covalentes correspond au fait que la masse moléculaire moyenne en poids
des conjugués macromotéculaires de Finvention ne doit pas &tre supérieure & environ 1 000 000.

Les polyméres qui entrent dans la constitution des conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé
de linvention qui sont dégradés dans le milieu plasmatique ont une masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 1 000 a 500 000.

Les polyméres qui entrent dans la constitution des conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé
de I'invention et qui ne sont pas dégradés dans I'organisme doivent avoir une masse moléculaire moyenne en
poids égale ou inférieure & environ 10 000, car au-deld de cette valeur les polyméres passent difficilement la
barriére rénale et s'accumulent donc dans I'organisme.

C'est notamment le cas des polyalkyléne glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polyméthylacrylate ou de
certains polysaccharides, qui n'étant pas biodégradables doivent présenter une masse moléculaires moyenne
en poids égale ou inférieure & environ 10 000.

Les polyméres qui entrent dans la constitution des conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé
de I'invention doivent étre utilisés dans une gamme de poids moléculaire dans laquelle ils sont de préférence
non antigéniques.

C'est ainsi que dans le cas du dextrane, son poids moléculaire doit &tre inférieur & environ 70 000.

La premiére étape de préparation des conjugués macromoléculalres de I'invention et qui consiste a fixer
des sites Z sur le polymére, peut étre effectuée par des méthodes connues.

La premiére étape de préparation des conjugués macromoléculaires de I'invention peut également étre
effectuée en utilisant des composés du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction aldéhyde, carboxylique,
amine, hydroxyle ou halogéne. Ces composés Z-Y psuvent &tre utilisés en ayant recours a des techniques
chimiques classiques ; on peut par exemple fixer de I'acide benzéne penta- ou héxacarboxylique, de I'acide
diphosphoro-2,3 glycérique, du pyridoxal-5'-phosphate sur un polymére préalablement polyaminé.

Dans ce cas, il est impératif d'éliminer toute trace du composeé Z-Y, par exemple par dessalage sur une
colonne de filtration sur gel. En effet, il faut éviter la présence de composé Z-Y qui n‘aurait pas réagi et qui,
méme en faible concentration avec les conjugués macromoléculalres de I'invention peut fausser les
conclusions relatives aux propriétés des conjugués de I'invention,

On peut également avoir recours a toute autre méthode permettant de fixer des chaines polyanioniques sur
un polymére, tel qu'une méthode de greffage radicalaire.

La seconde étape mentionnée ci-dessus est une étape de réaction entre le polymére et I'hémoglobine et
peut, sinécessalre, étre éventuellement précédée d'une phase d'activation du polymére avant que le polymére
ne soit mis & réagir avec I'hémoglobine; mals cette activation peut étre pratiquement simultanée avec la
réaction entre le polymére et I’hémoglobine.

Au cours de la seconde étape, le polymére réagit avec hémoglobine et d'une part les liaisons ioniques
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entre les sites Z du polymére et I'némoglobine et d'autre part les liaisons covalentes entre le polymére et
I'hémoglobine se forment.

Dans le cas ol ¢ce sont des groupes carboxyliques des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente
avec des groupes NHz de I'hémoglobine, on peut utiliser pour activer les groupes carboxyliques les réactifs
classiquement utilisés dans la synthése peptidique, tels que les carbodiimides hydrosolubles, notamment le
chlorhydrate de N'-éthyl-N-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDCI), la N.hydroxysuccinimide, ou I'é6tho-
xy-2-quinoline-1-carboxylate d'éthyle (EEDQ).

La liaison obtenue est alors une lisison amide.

Dans le cas ou ce sont les groupes aldéhyde des sites Z qul interviennent dans fa liaison covalente avec des
groupes NHz de I'hémoglobine, on peut par exemple avoir recours a I'amination réductive.

L'amination réductive d'un aldéhyde consiste a former une imine par I'action d'une amine, et & réduire
simultanément I'imine en amine a I'aide d'un réducteur tel que NaBH4, NaCNBH3, le diméthylaminoborane ou
HCOOH. .

La liaison obtenue est alors une liaison amine.

Dans le cas ol ce sont des groupes aldéhydes des sites Z qui interviennent dans Ia liaison covalente avec
des groupes NHz de I’hémoglobine, on peut également opérer dans des conditions telles que la liaison
obtenue soit une liaison imine, laquelle peut ensulte étre stabilisée en amine par réduction avec un réducteur
doux, tel que I'un de ceux mentionnés ci-dessus.

Lorsque les groupes Z, ne comportent ni groupes aldéhydes, ni de groupes carboxyliques, mais qu'ils
renferment des groupes hydroxyles dont certalns sont sur des carbones adjacents, on peut former des
groupes aldéhydes, par exemple par oxydation périodique, notamment & F'aide de NalOs.

La liailson obtenue entre ces groupes aldéhydes et les amines de ’hémoglobine est alors une liaisonimine,
laquelle peut &tre stabilisée en amine par réduction, par exemple avec NaBHa.

Lorsque les sites Z ne comportent ni groupes aldéhydes ni groupes carboxyliques, mais component une ou
plusleurs fonctions OH, les sites Z peuvent étre mis en jeu sur des groupes NHz de I'hémoglobine & Paide d'un
réactif approprié tel que le carbonyldiimidazole. Dans ce cas, la lialson obtenue est une liaison carbamate

-0-C-NH-

Les conjugués macromoléculaires d’hémoglobine dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymére
sont des liaisons imines peuvent ne pas étre stables dans I'organisme, c'est pourquol il convient de stabiliser
la fonction imine en amine, par exemple par réduction par NaBH4, NaCNBH3, ou le diméthylaminoborane.

Dans le cas ou il est nécessaire de stabiliser les liaisons covalentes, Fhémoglobine n’est en tout cas pas
soumise & plus de deux étapes de réaction, et dans les autres cas, qu’il y ait activation ou non du polymére P,
'némoglobine est soumise & une seule étape de réaction, ce qui est particulierement avantageux car le
nombre limité d'étapes de réaction sur I'hémoglobine (au plus égal & deux) est I'une des conditions
essentielles pour que, en plus du rendement de la réaction, I’némoglobine ne soit pas dénaturée.

Au cours de la deuxiéme étape, il est en effet essentiel que 'hémoglobine ne subisse au cours de la
formation du conjugué macromoléculaire de I'invention ni dénaturation importante, ni réduction sensible de la
mobilité relative des diverses entités qui la constituent afin de conserver, au moins en partie, ses propriétés
oxyphoriques.

La deuxiéme é&tape de réaction a lieu en milieu aqueux, tamponné ou non, a un pH d’environ 5 & environ 9,

éventuellement en présence d'un activateur comme indiqué ci-dessus, pendant une durée suffisante et de -

préférence inférieure & celie a partir de laquelle il y a formation importante de methémoglobine (supérieure a
environ 500), & une température assurant une conservation correcte de 'hémoglobine.

Le milieu aqueux est tamponné par des tampons classiquement utilisés, pour stabiliser le pH & la valeur
souhaitée.

La durée de réaction est d’environ 30 mn & environ 20 h, et avantageusement d’environ 1 h 2 environ 8 h, 2
une température d’environ 3 a environ 30°C.

La durée de la réaction dépend notamment de la température a laquelle on travaille.

L'’hémoglobine utilisée est sous forme oxygénée, ‘et on utilise avantageusement :une solution
d'hémogilobine a 10 0.

Le rapport des concentrations molaires entre le polymére et I'hémoglobine doit en outre étre tel que la plus
grande partle des molécules d’hémoglobine soit liée de fagon covalente avec le polymére polyanionique.

A titre d’exemple, on peut indiquer qu'en faisant réagir, & une température d’environ 3 a 30°C, en solution
dans un milieu aqueux & pH voisin de 6,5, un mélange de polymére dextrane, dont la masse moléculaire
moyenne en poids est d'environ 10 000 & environ 40 000, et d’hémoglobine dans lequel le rapport des
concentrations molaires entre le dextrane et I'hémoglobine est d'environ 0,5 a environ 5, on obfient des
conjugués macromoléculaires de I'invention, dont 'examen chromatographique, par exemple par perméation
sur gel montre qu'il n'y a plus d’hémoglobine libre.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de I'invention est tel qu'aucune [ialson ionique et
aucune laison covalente n'est susceptible de s'établir ailleurs qu'entre les groupes respectifs appropriés des
sites Z du polymére et ’hémoglobine.

Un procédé de préparation de conjugués macromotéculalres avantageux de Finvention est caractérisé en
ce que V'on fixe les sites Z sur le polymére P de telle sorte que la relation entre fe nombre et [a nature des
charges négatives destinés & créer une liaison lonique entre un site et ’hémoglobine {(non engagées dans [
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liaison entre un site et le polymére et non engagées dans la liaison covalente entre un site et I'hémoglobine)
soit la suivante :

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitué d'un sulfate ou d'un phosphate, il ya au
moins un tel site Z tous les dix monoméres du polymére,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitués de sulfates et/ou de
phosphates, il y a au moins un tel site Z par chaine de polymére,

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux
groupes carboxylates - non engagés dans la liaison covalente entre le polymére et I'hémoglobine - sur un
méme site Z, et au moins un tel site Z tous les cing monoméres,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant au moins trois charges négatives provenant de carboxylates - non
engagés dans la liaison covalente entre le polymére et I’hémoglobine - il y a au moins un tel site Z par chaine de
polymére.

La relation entre le nombre de sites Z et de monomeéres est statistique dans la mesure ot par exemple,
lorsque il est indiqué qu'il y a au moins un site Z par chaine de polymére, cela signifie que certaines chaines de
polymére ne peuvent comporter aucun site Z et certaines autres chaines peuvent comporter deux sites, mais il
est bien évident que, pour étre active vis-a-vis de I'hémoglobine, une chaine de polymére doit contenir au
moins un site Z.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, le procédé de Iinvention de préparation de conjugués
macromoléculaires est caractérisé en ce que I'on fixe les sites Z sur le polymére P de telle sorte que la relation
entre le nombre et la nature des charges négatives destinés & créer une liaison lonique entre un site et
I'némoglobine (non engagées dans la llaison entre un site et le polymére et non engagées dans la liaison
covalente entre un site et le polymére) soit la suivante:

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d’un sulfate ou d’un phosphate, ily a
au moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un site Z tous les onze monomeres,

- lorsqu'’il s’agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un carboxylate - non engagé dans
la liaison entre le site et le polymére et non engagé dans la liaison covalente entre le polymére et
I'hémoglobine - il y au moins un tel site Z par chaine de polymére,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates - non engagés
dans la liaison entre le site et le polymére et non engagés dans la liaison covalente entre le polymére et
'hémoglobine -, il y a au moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les six
monoméres.

Les conjugués d’hémoglobine obtenus par mise en oeuvre selon cette variante du procédé de Vinvention
sont nouveaux.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé selon I'invention est caractérisé en ce que les liaisons
covalentes entre le polymére P et 'hémoglobine sont établies entre au moins un groupe carboxylique ou
aldéhyde ou OH porté par les sites Z et au moins une amine de I'hémoglobine située dans le site allostérique
de Fhémoglobine, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines f-terminales de 'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux du procédé de I'invention, les ponts salins entre les groupes NHg*
et les groupes COO" internes de I'hémoglobine sont intacts lorsque I'hémoglobine est sous forme
déoxygénée.

On désigne par ponts salins, certaines lialsons intra-moléculalres qui se forment entre des ions NH3* et des
anions COO", lorsque I'hémoglobine est sous forme désoxygénée.

Les ponts salins dans les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de l'invention dolvent de
préférence étre intacts, car si les lons qui participent 4 la formation de ces ponts salins, sont engagés dans
d'autres liaisons, le passage de I'hémoglobine de la forme oxygénée & la forme désoxygénée se fait trés
difficilement et de maniére incompléte.

L'expression "ponts salins intacts” signifie qu'au moins 50 % des ponts salins ne sont pas altérés, et
qu'avantageusement 80 & 90 %, voire 100 %, des ponts salins ne sont pas altérés.

Les critéres permettant de vérifier si les ponts salins sont intacts sont notamment les suivants :

a) Courbe daffinité vis a vis de I'oxygéne :
sila courbe d'affinité vis a vis de I'oxygéne (courbe de Barcroft) est déplacée vers la droite par rapport & celle
de 'hémoglobine libre, ceci implique que les ponts salins ne sont pas modifiés.

b) Coefficient de Hill (n) :

ce paramétre traduit I'allure sigmoide de la courbe de Barcroft et refléte le caractére plus ou moins coopératif
de la fixation de I'oxygéne. La valeur de n permet d'apprécier la permanence du comportement allostérique de
'hémoglobine. Dans le cas de I'némoglobine native, ce coefficlent est compris entre 2,7 et 3,0.

c) Effet Bohr :
il consiste & déterminer le comportement oxyphorique de 'hémoglobine a différents pH, ce qui permet
d'évaluer les perturbations consécutives aux différentes manipulations.

Selon un autre mode de réallsation avantageux les conjugués macromoléculaires de I'invention sont tels
que les polyméres sont choisis parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont le groupe
alkyle comporte de 2 4 4 atomes de carbone, I'inuline, le dextrane et ses dérivés, notamment le dextrane
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aminé, I'alcool polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polyméthacrylate et ses dérivés, les polypeptides, les
polyalkyléne glycols dans lesquels le groupe alkyi2ne comporte de 2 4 5 atomes de carbone, notamment le
polyéthyléne glycol et le polypropyléne glycol.

Les conjugués d’hémoglobine obtenus selon le procédé de I'invention sont tels que les liaisons ioniques
entra le polyméra et I'hémoglobine sont établies entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxylate des sites
Z du polymére et ies groupes amines de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux de I'Invention, les conjugués macromoléculaires sont tels que les
llaisons loniques sont établies entre les groupes carboxylates des sites Z du polymére et les groupes NHz de
I’hémoglobine.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent OSO3H ou OPO3H>.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention, les sites Z proviennent du pyridoxalsulate, du
disulfate d'épinéphrine, du trisulfate d’épinéphrine, du disulfate de norépinéphrine, du trisulfate dé
norépinéphrine, du disulfate de phénolphtaleine.

Selon un autre mode de réalisation-avantageux de I'nvention, les sites Z proviennent du pyridoxalphos-
phate, de I'adénosine triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphosérine, de Pinositolhéxaphosphate
et ses dérivés, de l'inositol tri-, tétra-, pentaphosphate et ses dérivés.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent les groupes suivants :

I cooH
—o-cmcoon)z, Foon, O-CH,, ~CH-CH, -CH,-COOH,
—O-lCH n
o
COOH

n variant 1 3 4. :

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention, le site Z provient : .
- d'un acide carboxylique contenant au moins un groupe carboxylate sur la chains principale non ‘engagé dans
a liaison entre le polymere et le site Z et non engagé dans la lialson covalente entre le site Z ot I'hémoglobine,
- d'un acide benzénecarboxylique comportant au moins une fonction carboxylique non engagée dans la ligison
entre le polymére et le site Z et non engagé dans la liaison covalente entre le site Z et I'hémoglobine,
- d'un groupe diphospho 2,3-glycérate, .
- de l'acide citrique,
- du propane 1, 2, 3 tricarboxylate
- ou du butane tétracarboxylate.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention Z provient de 'hydroxy-2-formyl-5-phosphosé-
rine benzamide de formule :

CHO
ICOOH
CO-NH-CH
1
OH CH2~ OPO 392

ou du formyl-4-phosphosérine benzamide de formule :

CHO

?003
CO-NH-CH

CH2 0P03H2

La nature de la lialson qui relie Z au polymére dépend des éléments réactiohnels en présence et des
conditions de réaction.
Les llalsons qui unissent Z au polymére sont des llaisons éther, ester, amide ou amine.
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La lisison éther est obtenue par greffage radicalaire de I'acide acrylique, ou par action d'acide
chlorosuccinique, sur les groupes OH des polyméres ; la liaison amide est obtenue par réaction entre les
groupes carboxylates des groupes Z et les groupss NH2 des polymeéres; la liaison amine est obtenue par
réaction entre les groupes aldéhydes des groupes Z et les groupes NHz des polyméres, sulvie d'une
réduction. Cette derniére réaction peut également étre effeciuée simultanément & la premiére :amination
réductive.

A titre d'exemple, la lialson ester est obtenue
- soit par action des groupes carboxyliques d'un site Z, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d’un
polymeére,

- Soit par action d’un groupe carboxylique d'un site Z sur les fonctions OH d’un polymére en présence d'agents
de condensation tels que les carbodiimides.

Selon un mode de réalisation avantageux du procédé de préparation, les conjugués de I'invention dans
lesquels les sites Z sont reliés au polymére par I'intermédiaire d'une liaison ester peuvent étre obtenus de la
facon suivante:

- dans une premiére &tape, on fait réagir les sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme
anhydride, sur un polymére comportant des fonctions OH, dans un milieu dans lequel Ie polymére est soluble,
pour fixer les sites Z sur le polymére;

- dans une seconde étape, on fait réagir le polyméare P comportant e ou les sites Z avec de I'hémoglobine sous
forme oxygénée, dans un milleu non déoxygéné, dans des conditions telles que I'hémoglobine ne subisse pas
de dénaturation et puisse passer apras couplage avec le polymére de fagon réversible de la forme oxygénée a
fa forme déoxygénée, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 & environ 9,

pour former d'une part au moins une liaison lonique entre I'un au moins des sites Z portés par le polymére et
I'némoglobine et d’autre part au moins une liaison covalente entre le méme susdit site Z porté par le polymére
et I'hémoglobine.

Selon un autre mode de réalisation avantageux du procédé de préparation, les conjugués de I'invention
dans lesquels les sites Z sont reliés au polymére par Iintermédiaire d’une liaison ester peuvent étre obtenus
de la fagon suivante:

- dans une premiére étape, on fait réagir les sites Z comportant des groupes carboxyliques, sur un polymére
comportant des fonctions OH, en présence d'un agent de condensation tel qu'une carbodiimide, pour fixer les
sites Z sur le polymére;

- dans une seconde é&tape, on fait réagir Ie polymére P comportant le ou les sites Z avec de I'hémoglobine sous
forme oxygénée, dans un milleu non déoxygéné, dans des conditions telles que I'hémoglobine ne subisse pas
de dénaturation et puisse passer apras couplage avec le polymére de fagon réversible de la forme oxygénée a
la forme déoxygénée, en milieu aqueux de pH compris d’environ 5 & environ 9,

pour former d’une part au moins une lialson ionique entre I'un au moins des sites Z portés par le polymére et
hémoglobine et d’autre part au moins une liaison covalente entre le méme susdit site Z porté par le polymére
et I'hémoglobine.

Les carbodiimides utilisées dépendent du milleu dans lequel le polymere est soluble. Lorsque le polymére
est du polyéthyléne glycol, on peut utiliser une carbodiimide soluble dans Peau ou dans un milieu organique.
Lorsque le polymére est du dextrane, étant donné que le polymére est soluble uniquement dans I'eau, la
carbodiimide utilisée est avantageusement le chlorhydrate de N'-éthyl-N(3-diméthylaminopropyl) carbodii-
mide (EDCI),

Comme exemple de polyméres comportant des groupes OH on peut citer:
le dextrane, le polyéthyléneglycol.

Par “site Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride", on entend aussi bien les
sites Z comportant deux groupes carboxyliques sous forme anhydride (monoanhydrides) que ceux
comportant un nombre pair de groupes carboxyliques dans lesquels chaque paire de groupes carboxyliques
est sous forme anhydride (polyanhydrides: par exemple dianhydride ou trianhydride).

Comme exemple de sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut
citer, outre les anhydrides d'acide polycarboxyliques, tels que le benzéne 1,245 tétracarboxylique
dianhydride, le benzéne 1,2.4 tricarboxylique anhydride, égalemnent le cyclobutane 1,2,3.4 tétracarboxylique
dianhydride, la benzophénone tétracarboxylique dianhydride, I'anhydride de I'acide aconitique.

Le procédé de I'invention met avantageusement en oeuvre, a titre de site Z, le dianhydride d'acide
polycarboxylique dans fequel I'un des groupes carboxyliques de l'une des fonctions anhydrides est engagé
dans Ia liaison covalente entre le polymére et I'hémoglobine, et les autres groupes carboxyliques (dont ceux
provenant des fonctions anhydrides) servent a la liaison ionique et a la Hialson covalents entre le site Z et
I'hémoglobine.

Le procédé de I'invention met avantageusement en oeuvre le composé de formule :
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Lorsque le polymére est du dextrane, le milieu dans lequel est effectué la premiére étape, dont question
ci-dessus, est de I'eau.

Dans le cas ol le polymére est du polyéthyléne glycol le milleu peut &tre de 'eau ou un milieu organique tel
que le diméthylformamide.

Les lisisons covalentes entre le polymére et I'hémoglobine, sont &tablies entre les groupes NHz de
lhémoglobine et les groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH, qui se trouvent sur les sites Z.

La liaison covalente entre le polymére et I'hémaglobine est une liaison amide, imine, amine ou carbamate.

Selon un mode de réalisation particulidrement avantageux de I'nvention, les llaisons covalentes sont
établies entre des groupes carboxyliques des sites Z du polymére et des groupes NHz de I'hémoglobine.

. Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de finvention concerne la préparation de conjugués

d’hémoglobine a partir de dextrane aminé de masse moléculaire d'environ 40 000, et d’environ 2.10-% moles
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane,
- les liaisons ioniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy-
late fixé sur le polymére, non engagés dans la liaison entre le polymére et I'acide benzenehexacarboxylique,
- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepentacar-
boxylique - & la fois non engagés dans la liaison entre P'acide benzenehexacarboxylique et le polymére et non
engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NH> de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de I'invention concerne la préparation de conjugués

d'hémoglobine & partir de dextrane aminé, de masse moléculaire d’environ 10 000, et d’environ 3.5x10-4 moles
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, .
- les liaisons loniques étant établies par Fintermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy-
late fixés sur le polymére, non engagés dans la fiaison entre le polymére et I'acide benzenehexacarboxylique,
- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepentacar-
boxylique - a la fois non engagés dans la llaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymére et non
engagés dans les lialsons ioniques ci-dessus définles - et des groupes NHz de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de I'invention concerne la préparation de conjugués

-d’hémoglobine & partir de dextrane aminé, de masse moléculaire d'environ 10 000, et d’environ 3,2x10~4 moles
de benzenetetracarboxylique par g de dextrane,

- les liaisons ioniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate
fixé sur le polymére, non engagés dans la liaison entre le polymére et I'acide benzenetetracarboxylique,

- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenstricarboxy-
lique - & la fois non engagés dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et le polymére et non
engagés dans les liaisons loniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de Pinvention concemne la préparation de conjugués
d’hémoglobine a partir de dextrane aminé, de masse moléculaire d’environ 10 000, et d’environ 4.10~4 moles
de butane tetracarboxylique par g de polymére,

- les liaisons joniques étant &tablies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate fixé
sur le polymére, non engagés dans la liaison entre le polymére et I'acide butanetetracarboxylique

- etles lizisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide butanetricarboxyli-
que - alafois non engagés dans la lialson entre 'acide butanetetracarboxylique et le polymére et non engagés
dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de ’hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de I'invention concerne la préparation de conjugués
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d’hémoglobine 3 partir de monométhoxypolyoyéthyléne mono aminé, de masse moléculaire d'environ 5 000, et
d'environ 1.5x10~4 moles de benzenehexacarboxylique par g de polymére,

- les liaisons ioniques étant établies par Pintermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy-
late fixé sur le polymére, non engagés dans le liaison entre le polymére et l'acide benzenehexacarboxylique
- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepentacar-
boxylique - 4 la fois non engagés dans Ia liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymére et non
engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définles - et des groupes NH2 de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de l'invention concemne la préparation de conjugués
d’hémoglobine a partir de dextrane, de masse moléculaire d’environ 10 000, et d’environ 6.3x10-4 moles de
benzéne-1,2,4 tricarboxylique par g de polymére,

- les liaisons loniques étant établies par I'intermédiaire du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate fixé
sur le polymére, non engagé dans le liaison entre le polymére et I'acide benzene-1,2,4 tricarboxylique

- et les lialsons covalentes étant établies entre I'autre groupe carboxylique de I'acide benzénedicarboxyli-
que - 4 la fois non engagé dans la liaison entre I'acide benzene-1,2,4 tricarboxylique et le polymére et non
engagé dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de I'hémogilobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de I'invention concerne la préparation de conjugués

d’hémoglobine & partir de dextrane, de masse moléculaire d'environ 10 000, et d'environ 1.15x10-3 moles de
benzéne-1,2,4,5 tétracarboxylique par g de polymére,
- les liaisons ioniques étant &tablies par l'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate
fixé sur le polymére, non engagés dans le liaison entre le polymére et I'acide benzene-1,2,4,5 tétracarboxylique
- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzénetricarboxy-
lique - a la fois non engagés dans la liaison entre I'acide benzéns-1,2,4,5 tétracarboxylique et le polymére et
non engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de I'hémoglobine.

Les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de l'invention présentent I'avantage d‘étre
synthétisés facilement, sans formation ou presque de methémoglobine,(inférleure a environ 590) et de
n'impliquer qu'un nombre limité de réactions sur 'hémoglobine, ce qui évite sa dénaturation.

Par ailleurs, les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de l'invention ne renferment pas
d'effecteurs de petite masse moléculaire, non liés, qui entrainent dans les expériences in vitro une
augmentation de la Pso, mais qui peuvent étre facilement éliminés par diffusion extrarénale ou exiravasculaire
au cours des essais in vivo, et dont I'effet s'annule rapidement.

Les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de 'invention présentent I'avantage de n’avoir
pour I'oxygéne qu'une affinité modérée, et d'avoir un volume hydrodynamique élevé, ce qui pendant les
opérations transfusionnelles augmente la persistance intravasculaire de I’'hémoglobine par suppression de
I'hémoglobinurie.

Les conjugués d’hémoglobine liés irréversiblement & des polyméres polyanioniques préparés selon
Finvention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le
role de substituts du sang, notamment dans des interventions nécessitant des transfusions ou la perfusion d
organe.

L'invention vise par conséquent, également les solutions aqueuses renfermant les conjugués obtenus
selon les procédés décrits ci-dessus et notamment les solutions rendues isotoniques du sang, par dialyse
prolongée contre une solution de Tyrode ( de composition NaCl 8 g/l ; KC10,2 g/! ; CaCl2 0,2 g/1 ; MgCl2 0,1a/1;
NaH2P04 0,05 g/l ; NaHCO3 1 g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concen-tration par ultrafiltration jusqu'a
obtenir pour I’hé-moglobine, une concentration d’environ 7 %o.

Des préparations de conjugués macromoléculaires d’hémoglobine obtenus par le procédé selon
I'invention, ont été examinées en tant que transporteurs d'oxygéne potentiels. On a pu montrer qu'elles sont
effectivement capables de fixer I'oxygéne réversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que
'hémoglobine libre ainsi que I'illustrent les courbes d'affinité pour I'oxygéne des produits décrits dans les
exemples 1, 3 et § ci-aprés et représentés sur la figure 5 qui sera commentée ci-dessous. |l apparait en effet,
que ces préparations sont caractérisées par des pressions de demi-saturation (Psp) qui peuvent étre trés
élevées (de 900 4 5 000 Pa) alors que dans les mémes conditions (NaCl 0.05 M, pH 7, 25°C) celle de
'hémoglobine native est égale & environ 480 Pa.

Ainsi ces composés peuvent étre utilisés pour fournir A des tissus ischémiés des quantités d'oxygene
importantes. lls peuvent également &tre utilisés en transfusion et &tre administrés a des patients, sous forme
d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en présence ou non d’exciplents. Les composés peuvent
aussi étre lyophilisés en présence ou non d’un cryoprotecteur ou atomisés, et étre redissous dans I'eau avant
utilisation.

Les conjugués macromoléculaires obtenus par le procédé de I'invention ont été testés sur des souris
relativement & fa toxicité aigué comme indiqué ci-apres.

Les différents polyméres polyanioniques décrits dans les exemples ont é1é injectés & des souris de souche
SWISS dans les conditions suivantes : les polyméres sont dissous dans de P’eau distillée & une concentration
comprise entre 2,5 g et 5 g/l et le pH est ajusté a 7,4.

0.5 mi de chaque solution sont alors injectés par voie intrapéritonéale a 5 souris, dont le comportement est
ensuite observé pendant une période de 7 jours. Ces essals n'ont permis de déceler aucun symptéme de
toxicité aigué.

L'invention a également pour objet de nouveaux conjugués macromoléculaires d'hémoglobine non
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biodégradables ou peu blodégradables, pendant le temps durant lequel fe conjugué macromoléculaire doit
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, présentant pour I'oxygéne une affinité inférieure a celle de
I'némoglobine libre, caractérisé en ce qu'il est constitué :

- d’'une part par de 'hémoglobine, laquelle peut passer de fagon réversible de la forme déoxygénée a la forme
oxygeénée,

- d'autre part par un polymére P hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique, hémocompatible,
de masse moléculaire d’environ 1 000 a environ 500 000, de préférence d’environ 1 000 & environ 100 000,
comportant un ou plusieurs groupes poleaires, de préférence des groupes hydroxyles, carboxyles ou amines,
- lequel polymére comporte des sites Z contenant d'une part au moins une charge négative portée par au
moins un groupe choisi parmi les groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate et destinée & créer une
lialson ionique avec le polymére, et contenant d’autre part au moins un groupe carboxylique, aldéhyde ou OH,
destiné a créer une liaison covalente avec le polymére,

- le polymére P étant relié a I'hémoglobine

. d’une part par l'intermédiaire d’au moins une liaison ionique établie entre I'une au moins charges négatives
des sites Z portés par le polymére P et {'hémoglobine, st

. d'autre part par l'intermédiaire d'au moins une liaison covalente établie, entre 'un au moins des groupes
carboxyliques, aldéhyde ou OH du susdit site Z porté par le polymére P et I'hémogiobine,

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymére et I'hémoglobine étant tel que le conjugué
macromoléculaire a une masse moléculaire moyenne d’environ 70 000 a environ 1 000 000, de préférence
d’environ 70 000 a environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges négatives, le nombre de
sites et le nombre de monoméres étant la sulvante :

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d’un sulfate ou d'un phosphate, ily a
au moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les onze monomaéres,

- lorsqu’il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un carboxylate, non engagé dans
la liaison entre le site et le polymére et non engagé dans la liaison covalente entre le polymére et
'hémoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymére,

-lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au moins
un tel site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les six monomeéres.

Cette classe de conjugués macromoléculaires nouveaux de linvention se caractérise notamment :

- par le fait que I'une au moins des liaisons ioniques et I'une au moins des liaisons covalentes sont établies a
partir de groupes respectifs appropriés situés sur le méme site Z

- et par e fait qu'il y a au moins un seul site Z sus-défini par chaine de polymére ; en d'autres termes, qu'un
seu! site Z sus-défini par chaine suffit.

On a constaté que cette classe de nouveaux conjugués macromoléculaires présente des propriétés
oxyphoriques intéressantes, alors que les conjugués macromoléculaires d’hémoglobine dans lesquels les
conditions entre la nature, le nombre de charges anioniques sur un site Z, et le nombre de sites Z par chaine
de polymére sont les mémes malis différent des conjugués définis ci-dessus par le fait que la liaison covalente
est établie entre un groupe carboxylique, aldéhyde ou OH qui n'est pas situé sur le site Z (qui comporte le
groupe anionique), présentent une activité oxyphorique peu ou pas intéressante.

Selon un mode de réalisation avantageux de I'invention, tous les sites Z qui interviennent dans les liaisons
covalentes entre le polymeére et I'hémoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent dans les
liaisons ioniques entre le polymére et I'hémoglobine.

Une classe avantageuse de conjugués macromoléculaires d’hémoglobine selon I'invention est constituée
par ceux dans lesquels les liaisons covalentes entre fe polymére P et I'hémoglobine sont établies entre au
moins un groupe carboxylique ou aldéhyde ou OH porté par les sites Z et au moins une amine de
'hémoglobine située dans le site allostérique de I'hémoglobine, notamment 'amine de I'une au moins des
deux valines B-terminales de I'némoglobine.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires d’hémoglobine selon finvention est
constituée par ceux dans lesquels les ponts salins entre les groupes NH3* et les groupes COO" internes de
’hémoglobine sont intacts lorsque ’hémoglobine est sous forme déoxygénée.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon I'invention est constituée par ceux
dans lesquels le polymére P est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la
radical alkyle comporte de 2 4 4 atomes de carbone, l'inufine, le dextrane et ses dérivés, notamment le
dextrane aminé, I'alcoo! polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polyméthacrylate et ses dérivés, les
polypeptides, les polyalkyléne glycols dans lesquels le groupe afkyléne comporte de 24 5 atomes de carbone,
notamment le polyéthyléne glycol et le polypropyléne glycol.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon l'invention est constituée par ceux
dans lesquels le polymére P a une masse moléculaire moyenne inférieure ou égale & 70 000, lorsqu’il est
constitué par le dextrane et ses dérivés, et une masse moléculaire inférieure ou égale 4 10 000 lorsqu'il est
choisi parmi les polyalkyléne glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polyméthylacrylate.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon l'invention est constituée par ceux
dans lesquels le site Z est relié au polymére par I'intermédiaire d'une fonction ester, éther, amide ou amine.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon I'invention est constituée par ceux
dans lesquels le site Z comporte des groupes 0SO3H, OPOzH2, O-CH(COOH)2, -O-CH{COOH)-CH2-COOH,
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,~COOH,

(0] CH2 (('ZH CH2 n CH
COOH

nvariant de 14 environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de Fadénosine triphosphate,
de la phosphotyrosine, de la phosphosérine, de [linositolhéxaphosphate et ses dérivés, d'acide
polycarboxylique contenant de 2 & 10 atomes de carbone sur la chaine principale, de Ilacide
benzénecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycérate.

Une autre classe avantageuse de composés selon Pinvention est constituée par ceux dans lesquels aucune
liaison ionique et aucune lialson covalente n'est susceptible de s'établir ailleurs qu'entre les groupes
respectifs appropriés des sites Z du polymére et I'hémoglobine.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon I'invention est constituée par ceux
dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymére et I'hémoglobine sont établies & partir des groupes
carboxyliques provenant des sites Z fixés sur le polymére et des groupes NHz de I'hémoglobine.

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon I'invention est constituée par ceux
dans lesquels les liaisons loniques entre le polymére P et I'hémoglobine sont &tablies entre les groupes
carboxylates des sites Z et I'hémoglobine.

Tout ce qui a été dit & propos des conjugués macromoléculaires obtenus a partir du nouveau procédé décrit
ci-dessus, s'applique notamment aux conjugués macromoléculaires de I'invention.

Les nouveaux conjugués macromoléculalres selon Iinvention peuvent &tre obtenus soit & partir d'un
procédé mettant en oeuvre |'oxyhémoglobine, soit a partir d'un procédé mettant en oeuvre la
déoxyhémoglobine.

Les conjugués d’hémoglobine selon I'invention peuvent étre obtenus de la fagon suivante :

- on fixe, dans une premiére étape, des sites Z comportant les groupes ioniques destinés a créer une liaison
ionique avec I'hémoglobine sur un polymére P, dans le rapport suivant :

-lorsqu il s"agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un sulfate ou d'un phosphate, ily a
au moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les onze monoméres,

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un carboxylate, non engagé dans
la liaison entre le site et le polymére et non engagé dans la liaison covalente entre le polymeére et
I'hémoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymére,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engagés
dans Ia liaison entre le site et le polymére et non engagé dans Ia liaison covalente entre le polymeére et
hemogiobine, il y a au moins un fel site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les six
monomeéres,

le polymére P étant hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique, hémocompatible, de masse
moléculaire d'environ 1 000 & environ 500 000, de préférence d'environ 1 000 & environ 100 000, comportant
des groupes polaires, de préférence des groupes hydroxyles, carboxyliques ou amines, et les sites Z
contenant d’une part au moins une charge négative portée par des groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou
carboxylates, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldéhyde ou OH,

- soit en utilisant un composé Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable, telle que aldéhyde,
carboxylique, amine, hydroxyle ou halogéne, ou bien
- soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymére P ;

- puis dans une seconde étape, on fait réagir le polymére P comportant le ou les sites Z avec de 'hémoglobine
sous forme oxygénée, dans un milleu non déoxygéné, dans des conditions telles que I'hémoglobine ne
subisse pas de dénaturation et pulsse passer aprés couplage avec le polymére de fagon réversible de la forme
oxygénée a la forme déoxygénée, en milieu aqueux de pH compris d’environ 5 A environ 9,
pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portés par le polymére et
I'hémoglobine et d*autre part au moins une lialson covalente entre le méme susdit site Z portés par le polymére
et 'hémoglobine,

- lorsque la réaction ci-dessus indiquée conduit éventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent étre
stabilisées en fonctions amines, par exemple par réduction & Paide de NaBH4, NaCNBHa, le diméthylaminobo-
rane ou HCOOH.

Les conjugués selon l'invention peuvent également étre obtenus selon le procédé décrit dans la demande
France n°® 86.09625.

Les conjugués d’hémogiobine liés irréversiblement 4 des polyméres polyanioniques préparés selon
I'invention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le
role de substituts du sang, notamment dans des interventions nécessitant des transfuslons ou la perfusion
d'organe.

L'invention vise par conséquent, également les solutions aqueuses renfermant les conjugués décrits
ci-dessus et notamment les solutions rendues isotoniques du sang, par dialyse prolongée contre une solution
de Tyrade ( de composition NaCl 8 g/I ; KCI0,2 g/l ; CaCl2 0,2 g/l ; MgCl2 0,1 g/l ; NaH2PO4 0,05 g/l ; NaHCO3 1
g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration Jusqu & obtenir pour 'hémoglobine, une
concentration d’environ 7 9.

Des préparations de conjugués macromoléculaires d’hémoglobine obtenus selon Finvention, ont &té
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examinées en tant que transporteurs d'oxygéne potentiels. On a pu montrer qu'elles sont effectivement
capables de fixer I'oxygéne réversiblement et en-particulier de le restituer plus facilement que I'hémoglobine
libre. It apparait en effet, que ces préparations sont caractérisées par des pressions de demi-saturation (Pso)
qui peuvent étre trés élevées (de 900 a § 000 Pa) alors que dans les m&mes conditions (NaCl 0.05 M, pH 7,
25°C) celle de I'hémoglobine natlve est égale & environ 430 Pa.

Ainsi ces conjugués peuvent étre utilisés pour fournir & des tissus ischémiés des quantités d'oxygéne
importantes. lls peuvent également étre utilisés en transfusion et étre administrés 4 des patients, sous forme
d'une solution aqueuse rendus isotonique du sang, en présence ou non d’exclplents. Les composés peuvent
aussi étre lyophilisés en présence ou non d'un cryoprotecteur ou atomisés, et étre redissous dans I'eau avant
utilisation.

Les conjugués macromoléculalres selon I'invention ont été testés relativement & la toxicité aigusé.

L'invention sera mieux comprise a l'aide des exemples qui suivent ci-aprés donnés a titre non limitatif.

EXEMPLE 1 . Synthése d’un conjugué covalent d’hémoglobine et de dextrane-benzénepentacarboxylate
(M.M du dextrane 40 000). Couplage avec I'oxyhémoglobine.

Du dextrane aminé contenant 5.10-4 moles de NHz par g de produit sec (soit 8 moles de NHz pour 100 moles
de glucopyranose) est préparé selon P. HUBERT et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75, 3143, par action de
I'ammoniaque sur du dextrane activé a I'épichlorhydrine. -

1 g de ce dextrane aminé est dissous dans 20 ml d’eau et le pH est ajusté a 6,5 avec HC! 0.1N. On ajoute
ensuite 1,7 g d'acide benzéne hexacarboxylique, puis 1 g de chlorhydrate de N’-&thyl-N-(3-diméthylaminopro-
pyl) carbodiimide (EDCI). Le pH est ramené & 6,5 et la réaction est poursuivie pendant 3 jours 4 20° C. Aprés
dialyse contre une solution d'acétate de sodium 0,6 M, le mélange est traité & I'anhydride acétique pour
bloquer les fonctions amines non substituées du dextrane. La solution est alors épurée des contaminants de
petite masse moléculaire par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon
phosphate 0,2 M, pH 7,2.

Aprés une dialyse prolongée contre de l'eau, la solution contenant le polymére polyanionique est
lyophilisée. Le composé est conservé au froid sous vide.

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 2 10-4 moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C.) par g
de polymeére.

5 g du polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 m! de NaCl 0,05 M. On ajuste le pH 4 7 avec de la
soude 0.1M et on ajoute 150 m! d’une solution d'hémoglobine a 10 %. On ajoute ensuite 600 mg de
chlorhydrate de N'-&thyl-N-(3-diméthyl-aminopropy!) carbodiimide (EDCH) et la réaction est poursuivie & 20°C
pendant 2 heures. On vérifie qu'il n y a plus d’hémoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une
colonne d’Ultrogel AcA 34 (IBF France). La Psp du conjugué est de 2660 Pa. (25°C, Tris 0,06 M, pH = 7,2 ; Hb
libre dans les mémes conditions : Psp = 430 Pa).

EXEMPLE 2 : Synthése d'un conjugué covalent d’hémoglobine et de dextrane-benzénepentacarboxylate
(M.M du destrane 10 000). Couplage avec 'oxyhémoglobine.

Le polymére est préparé a partir d’'un dextrane aminé contenant 4.10~4 moles de NHz par g de produit sec,
préparé de la méme fagon que celul de I'exemple 1.

1 g de ce dextrane aminé est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajusté a 7,5 avec NaOH 0,1M,

On ajoute ensuite 0,7 g d'acide benzéne hexacarboxylique (B.H.C.) puis 1 g de chlorhydrate de
N’-ethyl-N-(3-diméthyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI). La réaction est poursuivie pendant 1 jour & 20°C.
Aprés dialyse contre une solution d'acétate de sodium 0.5 M le mélange est traité a I'anhydride acétique pour
bloquer les fonctions amines non substituées du dextrane. La solution est alors épurée des contaminants de
petite masse moléculalre par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF France) avec un tampon
phosphate 0,2 M, pH = 7,2. On vérifie par chromatographie liquide haute performance a I'aide d’une colonne
TSK G 3000 SW (LKB France) que le polycarboxylate de dextrane est totalement épuré du benzéne
hexacarboxylate en excés.

Aprés une dialyse prolongée contre de I'eau la solution contenant le polymére polyanionique est lyophilisée.
Le composé est conservé au frold sous vide. Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,5 10-4 moles
de B.P.C. par g de polymére.

2,5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 150 ml de NaCl aqueux 0,05 M. On ajoute 100 m!
d'une solution d’hémoglobine & 10 %%. On ajuste le pH & 7,5 avec de la soude 0,1 M et on compléte & 300 ml
avec NaCl aqueux 0,05 M.

On ajoute ensuite 350 mg d’EDCI et la réaction est poursuivie 4 20°C pendant 2 heures. On vérifie qu'iln'y a
plus d’hémoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France).

La Figure 2 représente la densité optique en fonction du volume d’élution et permet de constater qu'itny a
plus d’hémoglobine libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fliéche sous Hb
correspond au volume d’élution de I'hémoglobine libre, c’est-a-dire non couplée au polymére.

La Psp du conjugué est de 2720 Pa. (25°C, Tris 0,05M, pH = 7,2 ; Hb libre dans les mémes conditions :
Pso = 430 Pa).
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EXEMPLE 3 : Synthése d’un conjugué covalent d’hémoglobine et de dextrane-benzénetricarboxylate (M.M du
dextrana 10 000). Couplage a I'oxyhémogiobine.

Le polymére est préparé a partir d'un dextrane aminé contenant 4.10-4 moles de NH2 par g de polymére sec.

1 g de ce polymére aminé est dissous dans 20 m! d’eau et le pH est ajusté 4 7,5 avec NaOH 0,1M. On ajoute
ensuite 0,5 g d'acide benzéne 1,2,4,5-tétracarboxylique (B.T.C) puis 0,6 g ’EDCL. La réaction est poursuivie
pendant 1 jour & 20°C. La solution est alors traitée comme dans I'exemple 2.

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,2 10~4 moles de benzenetricarboxylate par g de polymére.

0.5 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCl aqueux 0,05 M. On ajoute 10 m)
d’une solution d’hémoglobine 4 10 %. On ajuste le pH 47,5 avec de la soude 0,1M et on compléte 4 40 ml avec
NaCl aqueux 0,05 M. .

On ajoute ensuite 50 mg d’EDCI et la réaction est poursuivie & 20°C pendant 2 heures. On vérifie qu'iln'y a
plus d'hémoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La
Figure 3 représente la densité optique en fonction du volume d’élution et permet de constater qu il n'y a plus
d’hémoglobine libre. Sur cette figure, la fidche sous Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fléche
sous Hb correspond au volume d’élution de I'hémoglobine libre, c'est-a-dire non couplée.

La Pso du conjugué est de 710 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb libre dans les mémes conditions,
Pso = 430 Pa).

EXEMPLE 4 : Synthése d'un conjugué covalent d’hémoglobine est dextrane-butanetricarboxylate (M.M du
dextrane 10 000). Couplage a I'oxyhémoglobine.

Le polymére est préparé de la méme fagon que celui de I'exemple 3 en utilisant l'acide n-butane
1.2,3.4-tétracarboxylique (Bu.T.C.). Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 4 10~4 moles de
butanetricarboxylate par g de polymére.

0.6 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCl aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml
d'une solution d’hémoglobine & 10 %. On ajuste le pH 47,5 avec de la soude 0,1 M et on compléte & 40 ml avec
NaCl aqueux 0,05 M.

On ajoute ensuite 70 mg d’EDCI et la réaction est poursuivie & 20°C pendant 2 heures. On vérifie qu'il n'ya
plus d’hémoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La
Pso du conjugué obtenu est 540 Pa. (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; hémoglobine libre dans les mémes
conditions, Psg = 430 Pa). -

EXEMPLE 5 : Synthése d'un conjugué covalent d*hémoglobine et de monométhoxypolyoxyéthyléne-benzéne

pentacarboxylate (M.M du polyoxyéthyléne : 5000. Couplage avec 'oxyhémoglobine.

Du monométhoxypolyoxyéthyléne aminé, (MPOE-NHz2, 2 10-4 moles de NHz par g de produit sec) est
préparé selon M. LEONARD et al, Tetrahedron 1984, 40, 1581, par action du bromure de thionyle sur du MPOE,
suivie d'une substitution par I'ammoniac.

2 g de ce MPOE-NH2 sont dissous dans 50 ml d’eau et le pH est ajusté a 8. On ajoute ensuite 1.4 g d'acide
benzéne hexacarboxylique (B.H.C), puis 0,8 g de chlorhydrate de N’-&thyl-N (3-diméthyl-aminopropyl)
carbodiimide (EDCI). On laisse la réaction se poursuivre une nuit 4 température ambiante. Le mélange est
ensuite acidifié a pH 1 par HCl aqueux 1M ; le polymére est extrait au chiorure de méthyléne, puis précipité par
I'éther anhydre. .

Il est ensuite purifié par chromatographie sur colonne de Dowex, et ensuite sur colonne d'Ultrogel d’AcA
202 (IBF, France). L'éluat est dialysé contre de la soude aqueuse (pH 9), puis le polymére est lyophilisé.

0.2 g de ce polymére contenant environ 1,5 104 moles de benzéne-pentacarboxylate (B.P.C) par g de
polymére sont dissous dans 10 mi d’eau. On ajuste le pH & 7 et on ajoute 10 ml d'une solution d’hémoglobine
a 109, puis 10 mg d'EDCI. Aprés une heure de réaction, le mélange est chromatographié sur colonne
d’Ultrogel AcA 54 (IBF, France) afin de purifier le conjugué polymére d’hémoglobine. La figure 4 correspond a
fa variation de la densité optique en fonction du volume d'élution et permet de constater qu'il n'y a plus
d’hémoglobine fibre. Vo correspond au volume exclus de la colonne ; la fléche sous Hb correspond au volume
d’élution de 'hémoglobine libre, c'est-a-dire non couplée, et celle sous MPOE-BPC correspond au volume
d'élution du polymeére non lié & 'hémoglobine.La Pso de ce conjugué est de 2400 Pa (25°C, Tris 0.05 M, pH 7,2 :
Hb fibre dans les mémes conditions : Psp = 430 Pa).

EXEMPLE 6

Synthése d'un conjugué covalent d’hémoglobine et de dextrane-benzénedicarboxylate (MM du dextrane
10 000 : liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage & I'oxyhémoglobine.

Le dextrane-benzénedicarboxylate est préparé en faisant réagir 7.59 de benzéne 1,24 tricarboxylique
anhydride avec 32 g de dextrane en milieu aqueux 4 pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite débarrassée de
Facide benzéne 1,2,4 tricarboxylique résiduel par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 ($BF-France)
avec un tampon phosphate 0,2M, pH 7.2.

Apres une dialyse prolongée contre de I'eau, la solution contenant le polymére est lyophilisée. le
polycarbolate de dextrane contient 6,3 104 moles de benzénedicarboxylate (B.D.C) par g de polymére.

Ceci correspond a environ 1 site Z comportant deux groupes anioniques constitués de deux groupes
carboxylates tous les 10 monoméres.
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11 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH 4 6.5 et on ajoute 150
ml d'une solution d’hémoglobine & 10%. On ajoute ensuite 160 mg de chorhydrate de N’-éthyl-N (3
diméthylaminopropyl) carbodlimide {EDCI) et la réaction est poursuivie & 20°C pendant 2 heures.

Le conjugué d’hémoglobine obtenu est un conjugué nouveau.

Le mélange est chromatographié sur Uitrogel AcA 54 (IBF France) pour éliminer I’hémoglobine libre et ies
coontaminants. La Ps¢ du conjugué purifié est de 870 Pa (25°C, Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans les mémes
conditions: Pso = 430 Pa).

EXEMPLE 7:

Synthése d'un conjugué covalent d'hémoglobine et de dextrane-benzénetricarboxylate (MM du dextrane
10 000 - lisison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage & F'oxyhémoglobine.

Le dextrane-benzénetricarboxylate est préparé en faisant réagir 26 g de benzéne 1,2,4,5 tétracarboxylique
dianhydride avec 20 g de dextrane en milleu aqueux & pH 9 pendant 15 h; La solution est ensulte débarrassée
de l'acide benzéne 1,2,4,5 tetracarboxylique résiduel par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202
(IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M, pH 7.2.

Aprés une dialyse prolongée contre de I'eau, la solution contenant le polymére est lyophilisée. Le
polycarboxylate de dextrane conient 1,15 10-8 moles de benzénetricarboxylate (B.T.C.) par g de polymére.

5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 mi d’eau. On ajuste le pH 4 7.0 et on ajoute 150 ml
d'une solution d’hémoglobine & 10%. On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'-éthyl-N(3
diméthylaminopropyl) carbodilmide (EDCI) et la réaction est poursuivie & 20°C pendant 2 heures.

Le mélange est chromatographié sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour éliminer I'hémoglobine libre et les
contaminants. La Pso du conjugué purifié est de 2000 Pa (25°C; Tris 0,05M, pH 7.2; Hb libre dans lgs mémes
conditions: Psp = 430 Pa).

On peut également préparer le conjugué défini cl-dessus a I'alde de dextrane et d’acide benzéne 1,245
tétracarboxylique, en présence de carbodiimide soluble dans I'eau tel que le chlorhydrate de N'-éthyl-N(3
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDCI).

EXEMPLE 8:
On prépare, selon le protocole décrit dans Iexemple 5, les conjugués :
. d’hémoglobine et de polyéthyléneglycol-benzénepentacarboxylique
. d'hémoglobine et de polyéthyléneglycol benzenetétracarboxylique
. d’hémoglobine et de polyéthyléne-glycol-benzénetricarboxylique
. d’hémoglobine et de polyéthyléneglycol-benzéne-dicarboxylique.

EXEMPLE 9: .

On prépare, selon le protocole décrit dans les exemples 6 et 7, le conjugué d’hémoglobine et de
polyéthyléneglycol-benzénetricarboxylique,

Pour préparer le polyéthyléneglycol-benzénetricarboxylique, on fait réagir du benzene-tétracarboxylique
dianhydride avec du polyéthyléneglycol en milieu organique, tel que diméthylformamide. La solution est
ensuite débarrassée de I'acide benzéne tetracarboxylique résiduel par exemple par dessalage sur une
colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M,pH 7.2,

Aprés une dialyse prolongée contre de I'eau, la solution contenant le polymére est lyophilisée.

Le polycarboxylate de polyéthyléneglycol est dissous dans de 'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute une
solution d’hémoglobine, par exemple a 100%. On ajoute ensuite du chlorhydrate de N’-éthyl-N(3
diméthylaminopropy!) carbodiimide (EDCI) et la réaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures.

Le mélange est chromatographié sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour éliminer I'hémoglobine libre et les
contaminants.

On prépare également selon le protole indiqué précedemment, le conjugué d’hémoglobine et de
polyéthyléneglycol-benzéne-dicarboxylique (4 I'aide de polyéthyléneglycol et de benzéne 1,2,4 tricarboxylique
anhydride).

On peut également préparer des polyéthyléneglycols - benzénepolycarboxylates en faisant réagir les acides
benzenepolycarboxyliques sur les fonctions OH du polymére en présence de dicyclohexylcarbodiimide/dimé-
thylaminopyridine dans le diméthylformamide.

EXEMPLE COMPARATIF 1 :

Cet exemple a pour but de comparer la Psg obtenue en mettant en oeuvre le procédé de Finvention pour
préparer des conjugués d’hémoglobine dans lesquels la liaison covalente est établie entre un groupe
aldéhyde non porté par Ie site Z sur lequel se trouve le groupe anionique phosphate.

©On prépare du phosphate de dextrane a I'aide de dextrane de départ de masse moléculaire d’environ 10 000
que I'on transforme en phosphate disodique contenant 8% de phosphore, conformément au protocole décrit
dans I'exempls 1 de la demande France n°86.09625.

On active le phosphate de dextrane par le périodate de sodium do fagon 4 obtenir 13 aldéhydes pour 100
unités glucosidiques. .

Ce dextrane phosphate aldéhydique est mis & réagir avec I'hémoglobine dans la proportion 1.5 en masse
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(masse de dextrane / masse d’hémoglobine), & pH 8; Orla réaction est poursuivie a 4°C pendant 24 h. On
ajoute alors une solution de NaBHs dans NaOH 10-3N. Le mélange est chromatographié pour contréler qu'il
n'y a plus d'hémoglobine libre (HPLC sur colonns TSK G 3000 SW Beckman).

Quand la réaction est faite sur la déoxyhémoglobine selon le procédé décrit dans la demande France n°®
86.09625, la Psp du conjugué d’hémoglobine est de 3380 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH 7.2).

Dans les mémes conditions, la Pso de I'némoglobine libre est de 450 Pa.

Quand la réaction est faite sur I'oxyhémogilobine, conformément au procédé de la présente invention, la Pso
du conjugué d’hémoglobine est de 425 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH 7.2). ’

Dans les mémes conditions, la Psg de I'hémoglobine libre Pso est de 430 Pa.

Cet exemple comparatif montre que le procédé de préparation de conjugués d’hémoglobine a Faide
d’hémoglobine oxygénée n’est pas applicable lorsque la linison covalente est établie entre un groupe
aldéhyde (carboxylique ou OH) non fixé sur le site Z comportant les charges anioniques.

Revendications

1. Procédé de préparation de conjugués macromoléculaire hydrosolubles d'hémoglobine, non
biodégradables ou peu biodégradables, pendant le temps durant lequel le conjugué macromoléculaire
doit assurer des fonctions oxyphorigues dans la plasma, présentant pour I'oxygéne une affinité inférieure
a celle de I'hémoglobine libre, caractérisé en ce que :

- on fixe, dans une premiére étape, des sites Z sur un polymére P, & raison d'au moins un site Z par chaine
de polymére, le polymére P étant hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique,
hémocompatible, de masse moléculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de préférence d’environ 1 000
a environ 100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de préférence des groupes hydroxyles,
carboxyliques ou amines, et les sites Z contenant d’une part au moins une charge négative portée par des
groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destinée A créer une liaison ionique avec
I'hémoglobine, et contenant d’autre part au moins un groupe carboxylique, aldéhyde ou OH, destiné a
créer une liaison covalente avec ’hémogilobine,

. soit en utilisant un composé Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aide d’un agent
d'activation, telle que aldéhyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogéne, ou bien

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymére P;

- puis dans une seconde é&tape, on fait réagir le polymére P comportant le ou fes sites Z avec de
I'hémoglobine sous oxygénée dans un milieu non déoxygéné, dans des conditions telles que
I'némoglobine ne subisse pas de dénaturation et puisse passer aprés couplage avec le polymére de
fagon réversible de la forme oxygénée a la forme déoxygénée, en milieu aqueux de pH compris
d'environ 5 aenviron 9,

pour former d'une part au moins une liaison lonique entre F'un au moins des sites Z portés par le polymére
et Fhémoglobine et d’autre part au moins une liaison covalente entre le méme susdit site Z porté par le
polymére et 'hémoglobine,

- lorsque la réaction ci-dessus indiquée conduit éventuellement & des fonctions imines, celles-ci peuvent
étre stabilisées en fonctions amines, par exemple par réduction a I'aide de NaBH4, NaCNBHs, le
diméthylaminoborane ou HCOOH.

2. Procédé de préparation de conjugués macromoléculaires selon la revendication 1, caractérisé en ce
que I'on fixe les sites Z sur le polymére P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des
charges négatives destinés a créer une liaison ionique entre un site et I’'hémoglobine (non engagées dans
la liaison entre un site et le polymére et non engagées dans la liaison covalente entre un site et
I'hémoglobine) soit la suivante :

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitué d’un sulfate ou d’'un phosphate, il y
a au moins un tel site Z tous les dix monomeéres du polymére,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitués de sulfates et/ou de
phosphates, il y aau moins un te! site Z par chaine de polymére,

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux .
groupes carboxylates sur un méme site Z, et au moins un tel site Z tous les cing monomeres,

- lorsque I"'un au moins des sites Z contient au moins trois charges négatives provenant de carboxylates,
il y aau moins un tel site par chaine de polymére.

3. Procédé de préparation de conjugués macromoléculaires selon la revendication 1, caractérisé en ce
que l'on fixe les sites Z sur le polymére P de telle sorte que la relation entre ie nombre et la nature des
charges négatives destinés a créer une liaison fonique entre un site et I'hémoglobine (non engagées dans
la liaison entre un site et le polymére et non engagées dans la ligison covalente entre un site et
'hémoglobine) soit la suivante :

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un sulfate ou d'un phosphate,
il y a au moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un site Z tous les onze monoméres,

- lorsqu'il s’agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un carboxylate, non engagé
dans la llaison entre le site et le polymére et non engagé dans la lialson covalente entre le polymére et
I'hémoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymére,
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- lorsqu'il s’agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non
engagés dans la liaison entre le site et le polymére et non engagé dans la lialson covalente entre le
polymére et 'hémoglobine, il y a au moins un site Z par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les
six monoméres.

4. Procédé selon les revendications 1 4 3, caractérisé en ce que les liaisons covalentes entre le
polymére P et I'némoglobine sont établies entre au moins un groupe carboxytique, aldéhyde ou OH porté
par les sites Z et au moins une amine de I’hémoglobine située dans le site allostérique de I'hémoglobine
lorsque celle-ci est sous forme déoxygénée, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines
B-terminales de I'hémoglobine.

5. Procédé selon les revendications 1 4 4, caractérisé en ce que les ponts salins entre les groupes NHs*
et les groupes COO~ internes de I'hémoglobine sont Intacts lorsque I'hémoglobine est sous forme
déoxygénée.

6. Procédé selon les revendications 1 & 5, caractérisé en ce que le polymére P est choisi parmi les
polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont |a radical alkyle comporte de 2 & 4 atomes de
carbone, l'inuling, le dexirane et ses dérivés, notamment le dextrane aminé, l'alcool polyvinylique, la
polyvinylpyrrolidone, le polyméthacrylate et ses dérivés, les polypeptides, les polyalkyléne glycols dans
lesquels le groupe alkyléne comporte de 2 4 5 atomes de carbone, notamment le polyéthyléne glycol et le
polypropyléne glycol.

7. Procédé selon les revendications 1 4 6, caractérisé en ce que le polymére P a une masse moléculaire
moyenne Inférieure ou égale 4 70 000, lorsqu'il est constitué par le dextrane et ses dérivés, et une masse
moléculaire inférieure ou égale 4 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkyléne glycols, la
polyvinylpyrrolidone ou le polyméthylacrylate.

8. Procédé selon les revendications 1 & 7, caractérisé en ce que le site Z est rellé au polymére par
l'intermédiaire d'une fonction ester, éther, amide ou amine.

9. Procédé selon les revendications 12 8, caractérisé en ce que le site Z comporte les groupes OSO3H,
OPOj3H2, O-CH(COOH)z2, -O-CH(COOH)-CH2-COOH,

0--CH2 (’CH—CHZ) —CHZ—COOH,
COOCH

n variant de 1 & environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adénosine
triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphosérine, de I'inositolhéxaphosphate et ses dérivés,
d'acide polycarboxylique contenant de 2 & 10 atomes de carbone sur la chaine principale, de I'acide
benzénecarboxyligue comportant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycérate.

10. Procédé selon les revendications 1 4 9, caractérisé en ce que les liaisons covalentes entre le
polymére et Phémoglobine sont établies & partir des groupes carboxyliquees provenant des sites Z fixés
sur le polymére et des groupes NH:2 de I'hémoglobine.

11. Procédé selon les revendications 1 & 10, caractérisé en ce que les liaisons ioniques entre le polymére
P et 'némoglobine sont établies entre les groupes carboxylates des sites Z et 'hémoglobine.

12. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu a partir de dextrane
aminé de masse moléculaire d'environ 40 000, et d’environ 2.10~4 moles d'acide benzenehexacarboxyli-
que par g de dextrane,

-les liaisons loniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo-
xylate fixé sur le polymére, non engagés dans la lialson entre le polymére et I'acide benzenehexacarboxy-
lique,

- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de Pacide
benzenepentacarboxylique - 4 Ia fois non engagés dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique
et le polymére et non engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz2 de
I'hémoglobine.

13. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu A partir du dextrane
aminé, de masse moléculaire d’environ 10 000, et d’environ 3.5x10~4 moles d’acide benzenshexacarboxy-
lique par g de dextrane,

-les liaisons ioniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo-
xylate fixés sur le polymére, non engagés dans la liaison entre le polymére et Facide benzenehexacarbo-
xylique,

- et les lialsons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de [lacide
benzenepentacarboxylique - & la fols non engagés dans la lialson entre I'acide benzenehexacarboxylique
et le polymére et non engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de
i'’hémoglobine.

14. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu a partir de dextrane
aminé, de masse moléculaire d’environ 10 000, et d'environ 3,2x10~4 moles de benzenetetracarboxylique
par g de dextrane,

- les liaisons loniques étant établies par I'intermédialre des groupes carboxylates du benzenetricarboxy-
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late fixé sur le polymére, non engagés dans la lialson entre le polymére et 'acide benzenetetracarboxyli-
que,

- ot les lialsons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide
benzenetricarboxylique - & fa fois non engagés dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et
le polymére et non engagés dans les liaisons loniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de
I'hémoglobine.

15. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu & partir de dextrane
aminé, de masse moléculaire d'environ 10 000, et d'environ 4,10~ moles de butane tetracarboxylique par
g de polymére,

- les liaisons ioniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate
1ixé surle polymeére, non engagés dans la liaison entre te polymére ot 'acide butanetetracarboxylique

- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide
butanetricarboxylique - 4 la fols non engagés dans la fiaison entre I'acide butanetetracarboxylique et le
polymére et non engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de
I'hémoglobine.

16. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu & partir de
monométhoxypolyoyéthyléne aminé, de masse moléculaire d'environ 5 000, et d’environ 1.5x10-¢ moles
de bezenehexacarboxylique par g de polymére,

- les liaisons foniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo-
xylate fixé sur le polymére, non engagés dans la ligison entre le polymére et I'acide benzenehexacarboxy-
lique

- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de |'acide
benzenepentacarboxylique - & Ia fois non engagés dans la liaison entre 'acide benzenehexacarboxylique
et le polymére et non engagés dans les liaisons joniques ci-dessus définies - et des groupes NHz de
I'hémoglobine.

17. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le polymére est obtenu & partir de dextrane,
de masse moléculaire d’environ 10 000, et d’environ 1.15x10-3 moles de benzéne-1 2,4,5 tétracarboxyli-
gue par g de polymere,

- les liaisons joniques étant établies par I'intermédiaire des groupes carboxylates du benzénetricarboxy-
late fixé sur le polymére, non engagés dans la liaison entre le polymére et I'acide benzéne-1,2,4,5
tetracarboxylique

- et les liaisons covalentes étant établies entre les autres groupes carboxyliques de Vacide
benzenetricarboxylique - a la fois non engagés dans la liaison entre I'acide benzéne-1,2,4,5 tétracarboxy-
lique et le polymére et non engagés dans les liaisons ioniques ci-dessus définles - et des groupes NHz de
I'hémoglobine.

18. Procédé selon les revendications 1 & 17, caractérisé en ce que a F'issue de la premiére étape, le
polymére comportant les sites Z est activé avant d'étre mis en réaction avec I'hémoglobine.

18. Procédé selon les revendications 14 18, caractérisé en ce que 'activation consiste a transformer les
fonctions OH en groupes aldéhydes, par exemple par oxydation périodique.

20. Procédé selon les revendications 14 19, caractérisé en ce que l'activation des sites Z du polymére et
sa mise en réaction avec I'hémoglobine sont pratiquement simultanées.

21. Procédeé selon les revendications 1 & 20, caractérisé en ce que les sites Z du polymére :

- sont activés par exemple & I'alde de carbonyldiimidazole, lorsque les sites Z ne comportent pas de
groupes aldéhydes, mais qu'ils contiennent des fonctions hydroxyles,

- ou bien sont activés & l'aide de réactifs utilisés en synthése peptidique, lorsque les sites Z comportent
des groupes carboxyles.

22. Procédé selon les revendications 1 & 21, caractérisé en ce que la réaction entre le polymére et
I'hémoglobine pendant un temps inférieur a celul entrainant au pius environ 5 % de méthémoglobine, de
préférence pendant au plus 10 h, et & une température permettant une conservation correcte de
I'hémogiobine, par exemple entre 3°C et 30°C.

23. Procédé de préparation selon 'une des revendications 1 & 22 de conjugués d’hémoglobine dans
lesquels les sites Z sont reliés au polymére par I'intermédiaire d’une liaison ester, caractérisé en ce que:

- dans une premiére &tape, on fait réagir les sites Z sous forme anhydride, notamment du benzéne 1,2,4,5
tétracarboxylique dianhydride ou du benzéne 1,24 tricarboxylique anhydride, sur un polymére
comportant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polyéthyléneglycol, dans un milieu dans
lequel le polymére est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymeére;

- dans une seconde étape, on fait réagir le polymére P comportant le ou les sites Z avec de I'hémoglobine
sous forme oxygénée, dans un milieu non déoxygéné, dans des conditions telles que I'némoglobine ne
subisse pas de dénaturation et puisse passer aprés couplage avec le polymére de fagon réversible de Ia
forme oxygénée & la forme déoxygénée, en milleu agueux de pH compris d'environ 5 & environ 8,

pour former d’une part au molins une liaison lonique entre I'un au moins des sites Z portés par le polymére
et 'hémoglobine et d’autre part au moins une liaison covalente entre le méme susdit site Z porté par le
polymére et 'hémoglobine.

24. Conjugué macromoléculaire caractérisé en ce qu'il est obtenu par le procédé selon la revendication

20



EP 0338916 A1

25. Conjugué macromoléculaire hydrosoluble d’hémoglobine, non biodégradable ou peu biodégradable,
pendant le temps durant lequel ie conjugué macromoléculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques
dans le plasma, présentant pour I'oxygéne une affinité Inférieure a celle de I'hémoglobine libre,
caractérisé en ce qu'il est constitué :

- d'une part par de I'hémoglobine, laquelle peut passer de fagon réversible de la forme déoxygénée a la
forme oxygénée,

- d'autre part par un polymére P hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique,
hémocompatible, de masse moléculaire d’environ 1 000 & environ 500 000, de préférence d'environ 1 000
4 environ 100 000, comportant des groupes polaires, de prétérence des groupes hydroxyles,
carboxyliques ou amines,

- lequel polymére comporte un ou des sites Z contenant d’une part au moins une charge négative portée
par au moins un groupe cholsl parmi les groupes suivants: sulfate, phosphate, carboxylate, et destinée a
créer une lialson ionique avec ls polymére, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique,
aldehyde ou OH, destiné a créer une llalson covalente avec I’hémoglobine,

- le polymére P étantrelié & I'hémoglobine

. d’une part par I'intermédialre d'au moins une liaison ionique établie entre I'une au moins des charges
négatives des sites Z portés par le polymére P et I'hémoglobine, et

. d'autre part par I'intermédialre d'au moins une lialson covalente établie, entre I'un au moins des groupes
carboxylique, aldéhyde ou OH des susdits sites Z portés par le polymére P et I'hémoglobine,

-le nombre de liaisons covalentes entre le polymére et I'hémoglobine étant tel que le conjugué
macromoléculaire a une masse moléculaire moyenne d’environ 70 000 a environ 1 000 000, de préférence
d'environ 70 000 & environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges négatives, le
nombre de sites et ls nombre de monoméres étant la suivante : .

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitué d'un sulfate ou d'un phosphate,
il y aau moins un te! site Z par chaine de polymére et au plus un site tous les onze monomeres,

- lorsqu il s’agit de site Z contenant un groupe anionigque unique constitué d'un carboxylate, non engagé
dans la llaison entre le site et le polymeére et non engagé dans la liaison covalente entre le polymére et
I'hémoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymére,

- lorsque il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il ya au
moins un tel site Z par chaine de polymére et au plus un site Z tous les six monoméres.

26. Conjugué macromoléculaire selon la revendications 25, caractérisé en ce que les liaisons covalentes
entre le polymére P et 'hémoglobine sont établies entre au moins un groupe carboxylique ou aldéhyde ou
OH porté par les sites Z et au moins une amine de 'hémoglobine située dans le site allostérique de
I'hémoglobine, notamment 'amine de I'une au moins des deux valines B-terminales de I'hémoglabine.

27. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 et 26, caractérisé en ce que les ponts salins
entre les groupes NHs* et les groupes COO- internes de I'hémoglobine sont intacts lorsque
I'hémoglobine est sous forme déoxygénée.

28. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 26 et 27, caractérisé en ce que le polymére P
est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical alkyle comporte
de 2 4 4 atomes de carbone, I'nuline, le dextrane et ses dérivés, notamment le dextrane aminé, l'alcool
polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polyméthacrylate et ses dérivés, les polypeptides, les
polyalkyléne glycols dans lesquels le groupe alkyléne comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment
le polyéthyiéne glycol et le polypropyléne glycal.

29. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 28, caractérisé en ce que le polymére P a
une masse moléculaire moyenne inférieure ou égale & 70 000, lorsqu'il est constitué par le dextrane et ses
dérivés, et une masse moléculalre inférieure ou égale & 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkyldne
glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polyméthylacrylate. .

30. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 a 29, caractérisé en ce que le site Z estrelié
au polymeére par I'intermédiaire d’une fonction ester, éther, amide ou amine.

31. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 4 30, caractérisé en ce que le site Z°

comporte des groupes OSOsH, OPO3Hz, O-CH(COOH)2, -O-CH(COOH)-CHz-COOH,

-COOH,

O-CH,, - (EH-CHZ) -CH2

2
OOH

n variant de 1 & environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adénosine
triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphosérine, de Pinositolhéxaphosphate et ses dérivés,
d'acide polycarboxylique contenant de 2 & 10 atomes de carbone sur la chaine principale, de I'acide
benzénecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycérate.

32, Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 a 31, caractérisé en ce que les liaisons
covalentes entre le polymére et I'hémoglobine sont établies A partir des groupes carboxyliques provenant
des sites Zfixés sur le polymére et des groupes NHz de I'hémoglobine.

33. Conjugué macromoléculaire selon les revendications 25 a 32, caractérisé en ce que les liaisons
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ioniques entre le polymére P et 'lhémoglobine sont établies entre les groupes carboxylates des sites Z et
I'hémoglobine.

34. Conjugué macromoléculaire dans lequel le polymére est du dextrane de masse moléculaire d'environ

10 000, les liaisons loniques étant établies par I'intermédiaire du groupe carboxylate du benzénedicarbo-
xylate fixé sur le polymére, non engagé dans la liaison entre le benzéne 1,2,4-tricarboxylique anhydride et
le polymére,
- les liaisons covalentes étant établies entre I'autre groupe carboxylique du benzéne-dicarboxylate - a la
fois non engagé dans la liaison entre le benzéne-1,2,4-tricarboxylique anhydride et le polymére et non
engagé dans la liaison ionique définie ci-dessus - et des groupes NHz de I’hémoglobine, le nombre de
groupes benzénedicarboxylates étant d’environ 1 tous les dix monoméres..
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